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質(DMPA:DPPC:Chol=10:40:50(モル比))20 mg、温
度応答性高分子 2C12-poly(NIPMAM-co-NIPAM)20 
mg に、薬剤モデルとして蛍光試薬である 10 mM
カルセイン溶液 500 l を混合し、これを 4℃で 3
時間撹拌する。撹拌後、遠心分離(20000 rpm, 40 min, 
25℃)によって洗浄し、未内包のカルセインと未反
応の温度応答性高分子を除去し、カルセインを内












 リポソーム懸濁液を PBS で OD540=1.0 となるよ
うに希釈し、希釈した懸濁液 1 ml に PBS 1 ml を
さらに加え、35 mm dish に添加し、超音波(1 MHz, 






 PBS 2 ml を 35 mm dish に添加し、サーモメータ
を dish の溶液中にセットし、温度が安定するまで
待つ。温度が安定したことを確認し、超音波(1 
MHz, 100% Duty 比)を任意の強度(0.1～0.5 W/cm2)






されているアドリアシン®注用 10 を用いた。 
 まず Doxorubicin(DOX)10 mg を生理食塩水 5 ml
で溶解し、2 mg/ml DOX 溶液を作製し、凍結乾燥
リン脂質 20 mg、温度応答性高分子 20 mg に、2 
mg/ml DOX 溶液 500 l 加え、これを 4℃で 3 時間
撹拌する。撹拌後、遠心分離(20000 rpm, 40 min, 





超音波照射によって放出した DOX 量 
 作製したリポソーム懸濁液を生理食塩水で希釈
し、35 mm dish に 2 ml 添加する。このとき、リポ
ソーム懸濁液に内包されている DOX 濃度は約 20 
M に調整した。超音波(1 MHz, 100% Duty 比, 30 
sec)を任意の強度(0～0.5 W/cm2)で照射した。照射
後、遠心分離(15000 rpm, 20 min)し、上澄みの吸光
度を測定(測定波長:480 nm)し、検量線から放出し
た DOX 濃度を求めた。 
超音波照射単独の細胞損傷効果 
 4×105 cells/dishとなるように 35 mm dishに 2 ml
ずつ細胞懸濁液を播種し、37℃、5%CO2 で 24 時
間培養した。培養後、新しい培地に交換し、超音
波(1 MHz, 100% Duty 比, 30 sec)を任意の強度(0～
0.5 W/cm2)で照射し、24 時間培養した。培養 24 時
間後の生細胞数をトリパンブルー染色により測定
した。 
フローサイトメトリーによる DOX の定量化 
4×105 cells/dishとなるように 35 mm dishに 2 ml
ずつ細胞懸濁液を播種し、37℃、5%CO2 で 24 時
間培養した。培養後、新しい培地(リポソーム懸濁
液を遠心分離し、上澄みを取り除いた後、培地 1 ml
で懸濁)を 2 ml 添加した。このときリポソーム懸
濁液に内包されている DOX 濃度は約 20 M に調
整した。超音波を 1 MHz, 0.5 W/cm2, 100% Duty 比, 
30 sec で照射した。照射後 30 min と 60 min、フロ
ーサイトメーターを用いて細胞内へ取り込まれた
DOX 量を定量した(Ex:514.5 nm, Em:550 nm)。 
 
3.5 超音波刺激応答型リポソーム系の in vitro での
抗腫瘍効果 
4×105 cells/dishとなるように 35 mm dishに 2 ml
ずつ細胞懸濁液を播種し、37℃、5%CO2 で 24 時
間培養した。培養後、新しい培地(リポソーム懸濁
液を遠心分離し、上澄みを取り除いた後、培地 1 ml
で懸濁)を 2 ml 添加した。このときリポソーム懸
濁液に内包されている DOX 濃度は約 20 M に調
整した。超音波を 1 MHz, 0.5 W/cm2, 100% Duty 比, 
30 sec で照射した。照射後 60min に PBS(-)で 2 回




































Fig.3 Release of calcein from liposome with  





 作製した TSP-Lipo の超音波応答性について評





























Fig.4 Increase in release of calcein  









































Fig.5 Temperature of solution rise  
during U.S. irradiation 
 
4.3 DOX 内包超音波刺激応答型リポソームの作製 
 抗がん剤 DOX を内包した TSP-Lipo の熱応答性
について評価した。その結果を Fig.6 に示す。LCST






30%の放出が見られた。さらに LCST 以下の 37℃
で加温した場合も、TSP-Lipo と Lipo の両方で約
20%の放出が見られた。本来ならば DOX の放出が




























Fig.6 Time course of doxorubicin release 
 
4.4 超音波照射条件の検討 
超音波照射によって放出した DOX 量 
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 DOX 内包超音波刺激応答型リポソームへ超音
波照射を行い、dish に放出される DOX 濃度につ
いて評価した。その結果を Fig.7 に示す。対照(0 
W/cm2)は超音波を照射せず、振動子の上に 30 sec
放置したグループであるが、dish には約 2 M の
DOX が放出されていた。リポソーム懸濁液に内包
されている DOX 濃度は約 20 M なので、10%の
DOX は超音波を照射しなくても漏出したことに
なる。照射強度 0.3 W/cm2 までは DOX の放出量に
大きな差は見られなかったが、0.4 W/cm2 以上では






30 sec 放置したグループである。照射強度が 0.1 








系の in vitro での抗腫瘍効果を行うための照射条
































Fig.7 Effect of ultrasound intensity on doxorubicin 





















Fig.8  Effect of ultrasound intensity on cell viability. 
U.S. was irradiated for 30 sec. 





光として評価した。照射後 30 min の結果を
Fig.9(A)に、60 min の結果を Fig.9(B)に示す。照射
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Fig.9 Flow cytometric measurements of DOX 
uptake at (A)30 min or (B)60 min after U.S. 
irradiation. 
 
照射後 60 min では、TSP-Lipo+U.S.のヒストグラ
ムが最も右にシフトしているのがわかる。これは
超音波照射によって DOX の取り込みが促進した
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ためと考えられる。しかし、同じように超音波を











た。結果を Fig.10 に示す。培養 6 時間において
TSP-Lipo+U.S.で処理することで最も高い抗腫瘍
効果を示した。Lipo、Lipo+U.S.、TSP-Lipo では約







































Fig.10 Cell viability of HepG2 exposed to 



















型リポソーム系の in vitro での有効性を確認し
た。 
 
 今後、超音波刺激応答型リポソーム系の in vitro
での抗腫瘍効果について詳細なメカニズムを解析
する必要がある。また、より選択的な治療を可能
にするための技術として、作製した超音波刺激応
答型リポソームへターゲティング機能を付加する
必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
